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INTRODUCTION 
RÉSUMÉ 
Les auteurs étudient les avantages et les inconvénients de la technique 
de recherche du parvovirus canin dans les selles au moyen de billes de latex 
sensibilisées par des anticorps monoclonaux, après infection expérimentale. 
Ils les comparent à ceux des méthodes classiques en culture cellulaire. La 
technique des billes de latex s'avère facile, sensible et spécifique,. mais plus 
tardive et de plus courte durée que les techniques classiques. 
L'étude de la cinétique des anticorps inhibant l'hémagglutination permet 
de constater qu'ils apparaissent très nettement après l'infection et persistent 
au-delà de 30 jours, longtemps après la disparition du virus. 
Mots clés : Parvovirus canin - lnf ection expérimentale - Diagnostic. 
SUMMARY . EXPERIMENTAL CANINE PARVOVIROSE 
DIRECT RESEARCH OF VIRUS 
IN STOOLS WITH MONOCLONAL ANTIBODIES 
COMPARED TO HEMAGGLUTINATION AND CELL-CULTURE 
ISOLATION TECHNICS 
The authors study advantages and disadvantages for the technic of canine 
parvovirus research in feaces by latex balls sensibilised by monoclonal anti­
bodies, after experimental infection. 
They make comparison with classical methods of swine's red globule 
hemagglutination and of isolation in cell cultures. 
• Laboratoires VIRBAC, Zone Industrielle, 06516 Carros. 
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The technic of latex beads appears easy, sensible and specific, but tar­
dyest a-nd with a shorter duration than classical technics. 
Kinetics study of antibody inhibating hemagglutination allows to prove 
that the y appear shortly after the infection and that the y persist more than 
30 days, long after virus disappearance. 
Key words: Canin parvovirus - Experimental infection - Diagnosis. 
La technique des anticorps monoclonaux permet d'envisager la mise 
en place de méthodes de diagnostic, rapides et fiables. 
La mise au point d'un test de détection de l'antigène viral à partir 
de selles de chiens atteints de Parvovirose, au moyen de billes de latex 
supportant un anticorps monoclonal spécifique [2] nous a conduits à 
comparer sa fiabilité à celle des deux autres méthodes classiques de 
diagnostic, l'hémagglutination des hématies de porc et l'isolement en 
cultures cellulaires [ 4] . Pour en faciliter l'étude, la comparaison a été 
réalisée par épreuve expérimentale sur des chiens d'une part, [3] sur 
des animaux dont l'âge de 24 semaines permettait à la fois d'éliminer 
l'influence des anticorps maternels et les risques de mortalité, d'autre part. 
MATERIEL ET METHODES 
1 . SOUCHE VIRALE 
Il s'agit d'une souche sauvage isolée à partir du grattage de villo­
sités intestinales de chien atteint de Parvovirose. 
Cette souche n'a subi que trois passages sur cellules A72 (Pr CAR­
MICHAEL, J.A. Baker, Institute for Animal Health - NY State College 
of Veterinary Medicine, lthaca, NY 14853 - E.-U.), afin qu'elle conserve 
tout son pouvoir pathogène pour le chien, mais aussi pour vérifier sa 
pureté et éviter sa contami.nation éventuelle par d'autres agents patho­
gènes. 
2. LIGNÉE CELLULAIRE
Il s'agit de la lignée cellulaire A72, isolée en 1972 par L.N. BINN à 
partir d'un chien âgé de 8 ans porteur d'une tumeur à la cuisse. Elle 
nous a été fournie par le Pr CARMICHAEL, J .A. Baker, Institute of Vete­
rinary Medicine, lthaca, NY 14853 - E.-U.). 
3. ANIMAUX 
Il s'agit de deux chiens Beagle, âgés de 24 semaines, indemnes 
d'anticorps vis-à-vis du Parvovirus. 
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· 4. PROTOCOLE EXPÉRIMENTAL 
Au jour J-3 : les chiens ne r�çoivent qu'une nourriture liquide 
(lait). 
Au jour J = 0 : on réalise l'épreuve, en administrant, par voie orale, 
'5 ml de suspension de la souche virale, titrant 2048 UHA/ml (Unité 
Hémagglutinantes) et. l(}\� .QJCP.-50/ml . (dose infection cytopathique 
50 % ) à chaque chien. 
· · · 
. .  
Les chiens sont observés pendant 1 mois �m. cours duquel sont notés 
les signes cliniques et l'aspect des selles {N = normaux ; D = diarrhéi­
ques; H = hémorragiques). 
Des prélèvements de selles sont effectués tous les jours pour la 
recherche directe du virus par culture cellulaire, hémagglutination et 
agglutination des billes latex. 
Des prélèvements de sang sont pratiqués tous les deux jours pour 
la recherche des anticorps inhibant l'hémagglutination (IHA). 
5. MÉTHODES SÉROLOGIQUES 
5 .1. I salement du virus en culture cellulaire 
Les selles mises en suspension en milieu tamponné PBS sont fihrées 
sur 0,2 µ.m. 
L'inoculation est pratiquée sur des cultures cellulaires jeunes de 
8 heures, en pleine phase de division en tubes de Leighton. 
Après 5 jours d'inoculation à 37° C on recherche les inclusions 
nucléaires spécifiques par la technique indirecte d'immunofluorescence. 
Après fixation à l'acétone, séchage à -30° C puis à 37° C, on 
dépose l'anticorps monoclonal dilué, anti-Parvovirus canin, préparé sur 
souris. 
Après 30 mn de contact, en atmosphère humide, à température du 
laboratoire, on effectue deux lavages de 5 mn en PBS. 
On applique ensuite le conjugué fluorescent anti-gammaglobulines 
de souris, 30 mn à 37° C en atmosphère humide. 
Après deux lavages en PBS et un lavage en eau distillée, on monte 
en glycérine tamponnée et on effectue la lecture sur un microscope équipé 
en U.V. 
5.2. Recherche du virus par hémagglutination 
C'est la technique décrite par CARMICHAEL et Al. (4). Les hématies 
·de porc en provenance d'animaux jeunes sont recueillies dans une solu­
tion d' Alsever et lavées trois fois en PBS. La suspension finale à 50 % 
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(volume/volume) en PBS est additionnée de 0,1 % d'albumine bovine 
fraction V. Elle peut se conserver environ 1 . semaine à + 4 ° C. 
La réaction s'effectue en microplaque de 96 cupules en U (IS-MRC-
96 Poly Labo). 
On efiectue des dilutions de raison 2, sous un volume de 0,025 ml, 
du surnageant des selles mises en suspension en milieu tamponné PBS, 
puis centrifugées 15 mn à 4 500 tr/mn. 
On dépose ensuite 0,025 ml de tampon PBS + 5 % albumine 
bovine fraction V dans chaque cupule. 
On ajoute enfin 0,05 ml d'hématies de porc à 1 % (volume/ 
volume). 
La lecture s'effectue au bout de 1 à 2 h à + 4 ° C. 
Sont considérées comme positives les cupules présentant au moins 
50 % d'hémagglutination. 
5.3. Recherche du virus 
par agglutination 
des billes de latex 
Les billes de latex, ayant adsorpé 
l'anticorps monoclonal anti-parvovi­
rus canin, fixés dans des cupules à 
fond noir, sont réhydratées par 40 µl 
de la suspension des selles. 
Après 2 mn de mélange, la pré­
sence de l'antigène viral se traduit par 
la formation de petits amas blancs, 
plus ou moins importants, l'absence 
d'antigène par une réaction d'opales­
cence (photo). 
AGGLUTINATION 
+ 
5.4. Recherche des anticorps par inhibition de l'hémagglutination 
Technique basée sur le pouvoir hémagglutinant du Parvovirus canin 
pour les hématies de yorcs. Cette technique est décrite par APPEL,
ScoTT et CARMICHAEL , L 1). 
RESULTATS 
L'ensemble des résultats concernant la clinique ainsi que la recher­
che des anticorps et de l'excrétion virale, figure dans les tableaux ci-après 
(1/2, 2/2). 
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TABLEAU 1/2 
Excrétion virale 
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1=0 VB3 en forme N 
VB4 en forme N 
l=l VB3 aucune réaction N 8 
VB4 aucune réaction N 
1=2 VB3 aucune réaction N 16 
VB4 aucune réaction N 16 
1=3 VB3 prostré D 2 
VB4 aucune réaction N 2 
1=4 VB3 prostré D 64 
VB4 prostré D 8 
1=5 VB3 pas d'appétit D >112048 + 
VB4 prostré D >112048 + 
1=6 VB3 pas d'appétit D >112048 + 
VB4 abattu D >112048 + 
1=1 VB3 recouvre l'appétit D 1024 + 
VB4 très abattu D 2048 + 
1=8 VB3 recouv. l'activité N 32 
VB4 se remet à mang. D 1024 + 
1=9 VB3 en forme N 2 
VB4 recouv. l'activité D 64 
l=lO VB3 en forme N 2 
VB4 en forme N 2 
l=ll VB3 plus de signe cli- N 
VB4 nique particulier N 
1=12 VB3 > > > N 
VB4 > > > N 
1=13 VB3 > > > N 
VB4 > > > N 
1=14 VB3 > > > N 
VB4 > > > N 
1=15 VB3 > > > N 
VB4 > > > N 
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1= 16 VB3 « « 
VB4 « « 
1=17 VB3 « « 
VB4 « « 
1=18 VB3 « « 
VB4 « « 
1=19 VB3 « « 
VB4 « « 
1=20 VB3 « « 
VB4 « « 
1=21 VB3 « « 
VB4 « « 
1=22 VB3 « « 
VB4 « « 
1=23 VB3 « « 
VB4 « « 
1=24 VB3 « « 
VB4 « « 
1=25 VB3 « « 
VB4 « « 
1=26 VB3 « « 
VB4 « « 
1=27 VB3 « « 
VB4 « « 
1=28 VB3 « « 
VB4 « « 
1=29 VB3 « « 
VB4 « « 
J=30 VB3 « « 
VB4 « « 
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TABLEAU 2/2 
Excrétion virale 
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J. SIGNES CLINIQUES 
Les premières manifestations cliniques n'apparaissent que 3 jours 
après l'infection expérimentale, sous forme de prostration et de diarrhée 
pour l'un des deux chiens, puis d'anorexie et de diarrhée sur les deux. 
Les deux animaux retrouvent un aspect normal dans leur compor­
tement et dans l'aspect de leurs selles, 10 jours après l'infection. 
Il. RECHERCHE DE L'EXCRÉTION VIRALE 
Les selles révèlent des Unités Hémagglutinantes de 1 à 10 jours 
après l'infection, avec une densité maximum ( > 2 048 UHA) les jours 5 
et 6. L'isolement du virus en culture cellulaire par immunofluorescence 
se révèle positif 3 jours après l'infection pour un chien, jusqu'à J + 8 
pour un chien et de J + 4 à J + 7 pour les deux. 
L'agglutination des billes de latex se montre positive de J + 5 à 
J + 7 et à J + 8 pour un des deux chiens, ainsi que l'indique le graphique I 
(ci-dessous). 
Graphique l 
COMBINAISON DE LA SENSIBILITE 
DES TROIS TECHNIQUES UTILISEES 
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III. RECHERCHE DES ANTICORPS 
Les anticorps apparaissent 3 jours après la maladie clinique, attei­
gnent un maximum entre 7 et 10 jours (20 000 - 10 000) et sont encore 
à un titre élevé (2 000) 4 semaines environ après le début de la maladie. 
Le graphique II (ci-dessous) compare la cinétique de la réponse 
sérologique à celle de l'excrétion virale en Unités Hémagglutinantes. 
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Graphique II 
CINETIQUES COMPAREES DE L'EXCRETION VIRALE 
ET DE LA REPONSE SEROLOGIQUE 
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DISCUSSION - CONCLUSION 
1 .... Hi 
L'infection d'animaux âgés de 24 semaines a donc bien permis de 
reproduire la maladie sans aboutir à une issue fatale, tout en maintenant 
une excrétion virale sur une huitaine de jours. 
La recherche directe de l'antigène viral dans les selles par aggluti­
nation de billes de latex, sensibilisés par un anticorps monoclonal spéci-
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fique, s'avère facile à mettre en œuvre, sensible et spécifique. Cependant, 
en comparaison des méthodes classiques d'isolement en culture cellulaire 
et d'hémagglutination, elle se révèle plus tardive (5 jours au lieu de 
3 jours respectivement) et de plus courte durée (3 jours au lieu de 8 à 
6 jours). Toutefois, en ce qui concerne le pouvoir hémagglutinant, si 
l'on ne considère comme spécifique véritablement, des titres > 512 UHA, 
la durée d'excrétion se réduit alors à 3-4 jours. Ce délai se superpose 
à celui de l'isolement de l'antigène viral en culture cellulaire, qui reste 
la méthode de référence permettant d'éliminer les réponses non spéci­
fiques. 
L'étude comparée de la cinétique des anticorps inhibant l'hémagglu­
tination et de l'excrétion virale montre un léger décalage entre la multi­
plication du virus et la formation d'anticorps (4 et 6 jours respective­
ment) ainsi que la persistance d'anticorps longtemps après la disparition 
du virus ( > 30 jours et 8 jours respectivement). 
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